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INTRODUCTION
Propofol 2,6 diisopropylphenol is the most commonly used intravenous anesthetic agent and is formulated in a lipid solution. High lipophilicity permits its wide distribution and fast penetration in the central nervous system (CNS) which confers efficient control of the onset and recovery from anesthesia 1 . For clinical use propofol was initially formulated in cremophor 16% 1,2 which was excluded of the clinical research because of the high incidence of anaphylactic reactions 3 .
Despite being widely used in anesthesia and intensive care, propofol promotes undesirable effects such as pain on injection and allergic reactions, which are characteristics related to its macroemulsion formulation 4 . Although intravenous emulsions are made as a sterile product, the presence of fatty acids can increase the likelihood of bacterial contamination or fungal growth which has led manufacturers to add antimicrobial agents to some commercial formulations of the lipid emulsion 5 . Additionally, the lipid emulsion was reported to induce hyperlipidemia 6 , causing a propofol infusion syndrome that is characterized by severe metabolic acidosis, rabdomyolisis, and renal and acute cardiac failure 7 . Hyperlipidemia can occur in children and adults who received infusion of over 4mg.kg -1 .h -1 of propofol for a period longer than 24 hours. There have been many attempts to alter the formulation and propose alternatives for clinical use in order to reduce the adverse effects of propofol 8, 9 .
The aim of the present work was to compare the anesthetic properties, including the induction and recovery from anesthesia and the incidence of pain induced by a conventional lipid macroemulsion of 1% propofol (CLP) with a non-lipid nanoemulsion of 1% propofol (NLP).
METHODS
The protocols used in this study were approved by the Animal Care and Use Committee at the Universidade Federal do Rio Este é um artigo Open Access sob a licença de CC BY-NC-ND de Janeiro. The NLP, CLP and their vehicles were kindly donated by Cristália Produtos Químicos e Farmacêuticos Ltda (São Paulo, SP, Brazil).
Preparation of NLP
NLP (1%) was prepared by combining propofol, macrogol hydroxy stearate (Soluthol HS15 TM , BASF Corporation, Florham Park, NJ) and glycerol under continuous agitation until completely homogenized. Then, the pH was adjusted to 6-8.5 using NaOH to form a clear nanoemulsion containing droplets of 5-140 nm.
Determination of HD 50 and LD 50
One hundred and sixty,male Swiss mice (20-25 g) were randomly divided into two sets of four groups (10 mice per group). Ten mice were used for each dose of CLP or NLP. Sample size for mice populations was estimated to reach valid conclusions for p < 0.05 with a power of 90% to estimate difference to 40% between groups. The mice received a single intravenous injection of increasing dose of 1% CLP or 1% NLP. The effect dose to promote hypnosis in 50% of the animals (HD 50 ) and the lethal dose for 50% of the mice (LD 50 ) were obtained through intravenous bolus injections of both formulations. The therapeutic index was then calculated as LD 50 /HD 50 . The induction of hypnosis was considered effective when the mice lost their forepaw righting reflex.
Blood pressure and electrocardiogram recordings
Male Wistar rats (220-250 g) were anesthetized with sevoflurane (Sevocris TM , Cristália Produtos Químicos e Farmacêuticos Ltda, São Paulo, SP, Brazil) and a catheter was placed into the right carotid artery to measure the arterial blood pressure (BP) using a calibrated pressure transducer (Statham, P022). A pair of external electrodes was placed on the animal's chest to record the electrocardiogram (EKG). Additionally, a catheter was placed in a jugular vein of each animal for intravenous infusions of the propofol formulations. Two hours after the surgical procedure, the 1% CLP or NLP was infused at a rate of 40 µL.min -1 for 1 h. Both the BP and EKG were continuously recorded on a polygraph (AstroMed Grass Physiological Recorder, Model 7400) before and during administration of the CLP or NLP. The hypnotic and anesthetic doses were determined by measuring the time required to lose the forepaw righting reflex and inhibit the pinprick reflex, respectively. The time required for recovery from hypnosis and anesthesia was also evaluated.
Writhing test
The writhing test was used to evaluate the pain caused by the injection of the two types of propofol formulations. Thirty male Swiss mice (20-25 g) were randomly divided into three groups, and each group was treated with either 5 mL.kg -1 of a 0.6% acetic acid solution (positive reference) or the vehicles of CLP or NLP. The frequency of writhing was measured for 20 min after the intraperitoneal injection (i.p.) of either acetic acid or the vehicles.
Histological evaluation
The presence of local tissue lesion or inflammation induced by the both propofol formulations was assessed following intraperitoneal administration of acetic acid, CLP or NLP. For the histological analysis, peritoneal membranes were excised, fixed in 10% formalin, embedded in paraffin and stained with hematoxylin and eosin. The hematoxylin-and eosin-stained sections were observed under 400x (16 µm) magnifications.
Statistical analysis
All data were expressed as the mean ± SD. Experimental differences between different doses were considered statistically significant when p < 0.05 using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a Dunnett's post hoc test. To compare multiple groups, ANOVA was used followed by the NewmanKeuls post hoc test.
RESULTS
To determine the HD 50 and LD 50 , the percentages of hypnosis and death were plotted against the formulation doses, respectively. Linear regression was used to calculate the HD 50 and LD 50 , which were 15.4 and 44.4 mg.kg -1 for 1% CLP, respectively. Similar results were observed with 1% NLP, where the HD 50 and LD 50 were 11.5 and 49.0 mg.kg -1 , respectively. Thus, no significant difference in the therapeutic index was observed between CLP (2.88) and NLP (4.26). The latencies to lose the forepaw righting reflex and inhibit the pinprick reflex upon intravenous infusion of propofol were used to calculate the doses required to induce hypnosis and anesthesia. There was no significant difference in the hypnotic and anesthetic doses of CLP and NLP (Table I ). The doses of 1% NLP that produced hypnosis and anesthesia were 7.5 ± 1.1 and 16.0 ± 1.4 mg.kg -1 , respectively and for 1% CLP were 6.0 ± 1.3 and 17.8 ± 2.6 mg.kg -1 , respectively. In contrast, the recovery from hypnosis and anesthesia were faster (p < 0.05) following 1 hour of NLP infusion than CLP infusion. The times required for complete recovery from hypnosis and from anesthesia were 19.3 ± 3.4 and 7.9 ± 0.7 min, respectively for NLP. The recovery times following CLP exposure were twice as long (Table I) .
We also investigated whether NLP infusion interfered with the heart rate and blood pressure in Wistar rats. No significant differences were observed between NLP-and CLP-infused animals when comparing changes in the hemodynamic parameters. The control heart rate (HR) of 372.0 ± 30.0 beats. min -1 was not significantly altered by 1% NLP ( Figure 1A ). However, there was a reduction in the mean arterial pressure (MAP) following infusion of NLP for 1 h. NLP reduced the MAP from 102.4 ± 13.8 to 62.4 ± 5.3 mmHg (p < 0.01) and CLP reduced the MAP from 105.3 ± 4.3 to 63.5 ± 7.5 mm Hg (p < 0.01) ( Figure 1B) . Also, as shown in Figure 1C , both NLP and CLP significantly reduced the respiratory rate and there was no significant difference between the effects.
To investigate whether NLP induced pain like CLP, we compared the number of abdominal contortions induced by i.p. injection of acetic acid (0.6%) and the CLP and NLP vehicles in mice. Acetic acid and the CLP lipid vehicle produced 46.0 ± 2.0 (n = 10) and 12.5 ± 0.6 (n = 10) contortions during the 20 min following the i.p. injections, respectively. No abdominal contortions were observed after treatment of mice with the NLP vehicle.
Analysis of photomicrography shows no significant peritoneal inflammatory response observed after i.p. injection of either propofol formulations (Figure 2 ). 
DISCUSSION
The lipid emulsion of propofol which contains soy oil (10%) and long-chain triglycerides, is the most commonly used intravenous anesthetic and causes adverse side-effects, including arterial hypotension, reduced heart rate and pain upon injection in 80 to 90% of the patients 10, 11 . Propofol increases the risk of embolism and hypertriglyceridemia after prolonged intravenous infusion. These adverse reactions have motivated attempts to develop new, safer propofol formulations. There are several reformulations of propofol, including: 1. the basic presentation with the addition of ethylene diamine tetraacetic acid or sulfite to minimize the bacterial growth 12 ; 2. emulsion containing different longand medium-chain triglycerides to reduce the amount of serum lipids 13, 14, 15 ; 3. propofol prodrug 16 ; 4. water-soluble analogues of propofol 17, 18 and 5. non-lipid cyclodextrinbased formulation of propofol 6, 19, 20 .
In spite of the diversity of propofol preparations, the incidence of pain upon injection was not significantly altered. This pain can be minimized by previous injection of lidocaine. The pharmacological mechanism of pain-induced by propofol is still unknown 21 . It has been hypothesized involvement of kallikrein-kinin-bradykinin cascade 22, 23 . Another hypothesis is related to directly chemical activation of nociceptors induced by propofol on the vascular endothelium 24 . Propofol belongs to a group of phenols which have chemical stability and low toxicity, but can cause irritation of the skin and mucosal tissues. Thus, a bolus injection of propofol would be expected to cause pain 25 . We tested whether NLP produced visceral pain in a model in which number of abdominal contortions was measured after i.p. injection of compounds. Contortions induced by acetic acid were used as a positive control 26 . The NLP vehicle produced fewer abdominal contortions than the CLP vehicle, indicating that the animals experienced less pain upon injection of NLP.
Injection of 1% NLP produced hypnotic and analgesic effects similar to CLP and had the advantage of faster recovery. The therapeutic index for NLP was similar to that of other intravenous anesthetics and ranged from 2 to 4, indicating its safety. The changes in hemodynamic parameters induced by NLP were not significantly different from the changes induced by CLP. Therefore, the present work provides an incentive to further develop the non-lipid propofol nanoemulsion. Our results demonstrate that NLP may be used clinically in anesthesiology as an intravenous anesthetic that lacks adverse reactions. FAPERJ) . In addition, this work was supported, in part, by fellowships from CNPq (to GZS, RTS). NLP was kindly donated by Cristália Produtos Químicos e Farmacêuticos (Itapira, SP, Brazil).
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INTRODUÇÃO
Propofol 2,6 diisopropilfenol é o anestésico endovenoso utilizado com mais frequência, sendo formulado em uma solução lipídica. A alta lipofilicidade permite sua ampla distribuição e rápida penetração no sistema nervoso central (SNC), conferindo controle eficiente do início e recuperação da anestesia 1 . Para uso clínico, o propofol foi inicialmente formulado como um cremóforo a 16% 1,2 , que foi ex- Embora amplamente utilizado em anestesia e terapia intensiva, o propofol está associado a efeitos colaterais como dor decorrente de injeção e reações alérgicas, características relacionadas com sua formulação em macroemulsão 4 . Apesar das emulsões endovenosas serem estéreis, a presença de ácidos graxos pode aumentar a incidência de contaminação bacteriana ou o crescimento de fungos, o que levou os fabricantes a adicionarem agentes antimicrobianos a algumas formulações comerciais da emulsão lipídica 5 . Além disso, relatou-se que a emulsão lipídica induz hiperlipidemia 6 , causando síndrome de infusão do propofol, caracterizada por acidose metabólica severa, rabdomiólise e insuficiência renal e cardíaca 7 . A hiperlipidemia pode afetar crianças e adultos que recebem infusões de mais de 4 mg.kg -1 .h -1 de propofol por mais de 24 horas. Houve muitas tentativas para alterar sua formulação e propor alternativas a seu uso clínico a fim de reduzir os efeitos adversos do propofol 8, 9 .
O objetivo do presente estudo foi comparar as propriedades anestésicas, incluindo indução e recuperação da anestesia, assim como a incidência de dor induzida pela macroemulsão lipídica de propofol a 1% (CLP) com a nanoemulsão não lipídica de propofol a 1% (NLP). 
Preparo do NLP
O NLP (1%) foi preparado combinando-se propofol, macrogol hidroxiestearato (Soluthol HS15 ® , BASF Corporation, Florham Park, NJ) e glicerol sob agitação contínua até que estivessem completamente homogeneizados. A seguir, o pH foi ajustado para 6-8,5, usando NaOH para formar uma nanoemulsão clara contendo gotículas de 5-140 nm.
Determinação do HD 50 e LD 50
Cento e sessenta camundongos suíços do sexo masculino (20-25 g) foram separados aleatoriamente em dois conjuntos de quatro grupos (10 camundongos por grupo). Foram usados dez camundongos para cada dose progressivamente maior de CLP ou de NLP. O tamanho da amostra foi calculado para chegar a conclusões válidas para p < 0,05 com um poder de 90% para estimar uma diferença de 40% entre os grupos. Os camundongos receberam uma única injeção endovenosa de CLP a 1% ou NLP a 1%. A dose que promovia hipnose em 50% dos animais (HD 50 ) e a dose letal para 50% dos camundongos (LD 50 ) foram ambas obtidas através da administração endovenosa em bolus das formulações. O índice terapêutico foi, então, calculado como a razão LD 50 /HD 50 . A indução de hipnose foi considerada eficaz quando os camundongos perderam o reflexo postural da pata dianteira.
Registros da pressão arterial e do eletrocardiograma
Ratos Wistar machos (220-250 g) foram anestesiados com sevoflurano (Sevocris ® , Cristália Produtos Químicos e Farmacêuticos Ltda., São Paulo, SP, Brasil) e um cateter foi introduzido na artéria carótida interna para medir a pressão arterial (PA) usando um transdutor de pressão calibrado (Statham, P022). Um par de eletrodos externos foi colocado no peito do animal para registrar o eletrocardiograma (ECG). Além disso, um cateter foi introduzido na veia jugular de cada animal para as infusões endovenosas das formulações de propofol. Duas horas após o procedimento cirúrgico, o CLP ou NLP a 1% foi infundido a uma velocidade de 40 µL.min -1 por 1 hora. A PA e o ECG foram registrados continuamente em um polígrafo (AstroMed Grass Physiological Recorder, Model 7400) antes e durante a administração de CLP ou NLP. As doses hipnó-ticas e anestésicas foram determinadas medindo-se o tempo necessário para perder o reflexo postural da pata dianteira e inibir o reflexo de dor à picada de agulha, respectivamente.
O tempo necessário para a recuperação de hipnose e anestesia também foi avaliado.
Teste de contorção abdominal
O teste de contorção abdominal foi usado para avaliar a dor causada pela injeção de dois tipos de formulação de propofol. Trinta camundongos suíços (20-25 g) do sexo masculino foram separados aleatoriamente em três grupos e cada um foi tratado com 5 mL.kg -1 de uma solução de ácido acético a 0,6% (controle positivo) ou os veículos do CLP ou NLP. A frequência das contorções abdominais foi determinada 20 minutos após a injeção intraperitoneal (i.p.) de ácido acético ou dos veículos.
Avaliação histológica
A presença de lesão tecidual local ou inflamação induzida pelas formulações de propofol foi avaliada após a administração intraperitoneal de ácido acético, CLP ou NLP. Para a análise histológica, a membrana peritoneal foi removida, fixada em formol a 10%, embebida em parafina e corada com hematoxilina e eosina. As seções coradas pela hematoxilina e eosina foram observadas com um aumento de 400x (16 µm).
Análise estatística
Os resultados são apresentados como média ± DP. Diferenças entre as diversas doses foram consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05 usando-se análise de variância (ANOVA) seguida do teste post hoc de Dunnett. Para comparar diversos grupos utilizou-se Anova seguida do teste post hoc de Newman-Keuls. A latência para perda do reflexo de recuperação postural da pata dianteira e de dor à picada de agulha após a infusão endovenosa foi usada para calcular as doses necessárias para induzir hipnose e anestesia. Não foram observadas diferenças significativas entre as doses hipnóticas e anestésicas do CLP e NLP (Tabela I). As doses de NLP a 1% que produziram hipnose e anestesia foram de 7,5 ± 1,1 e 16,0 ± 1,4 mg.kg -1 , respectivamente. Em contraste, a recuperação de Vol. 60, N o 5, Setembro-Outubro, 2010 CARACTERIZAÇÃO ANESTÉSICA DA NANOEMULSÃO NÃO LIPÍDICA DE PROPOFOL hipnose e anestesia foi mais rápida (p < 0,05) após a infusão do NLP por 1 hora do que de CLP. O tempo necessário para a recuperação completa da hipnose e anestesia foi de 19,3 ± 3,4 e 7,9 ± 0,7 min, respectivamente. O tempo de recuperação após a exposição ao CLP foi duas vezes mais longo (Tabela I). A análise das fotomicrografias não demonstrou resposta inflamatória significativa após a injeção i.p. das duas formulações de propofol (Figura 2). 
RESULTADOS

Tabela I -Doses Hipnóticas e Anestésicas do CLP e NLP Induzidas pela Infusão Endovenosa em Ratos
DISCUSSÃO
A emulsão lipídica de propofol, que contém óleo de soja (10%) e triglicerídeos de cadeia longa, é o anestésico endovenoso usado com mais frequência e seu uso está associado a efeitos colaterais, incluindo hipotensão arterial, redução na frequência cardíaca e dor no ato da injeção em 80% a 90% dos pacientes 10, 11 . O propofol aumenta o risco de embolia e hipertrigliceridemia após infusão endovenosa prolongada. Essas reações adversas motivaram tentativas de desenvolver novas formulações de propofol mais seguras. Existem diversas formulações de propofol, incluindo: 1. preparação básica com a adição de ácido etilenodiaminotetracético ou sulfato para minimizar o crescimento bacteriano 12 ; 2. emulsão contendo diferentes triglicerídeos de cadeia longa e média para reduzir a quantidade de lipídios séricos 13, 14, 15 ; 3. um pró-fármaco de propofol 16 ; 4. análogos do propofol solúveis em água 17,18 e 5. propofol baseado em uma formulação de ciclodextrina não lipídica 6, 19, 20 .
A despeito da diversidade de preparações de propofol, a incidência de dor após a injeção não sofreu alterações significativas. Essa dor pode ser minimizada pela administração prévia de lidocaína. O mecanismo farmacológico da dor induzida pelo propofol ainda é desconhecido 21 . Postulou-se o envolvimento da cascata da calicreína-cinina-bradicinina 22, 23 . Outra hipótese está relacionada à ativação química direta de nociceptores no endotélio vascular induzida pelo propofol 24 . O propofol pertence a um grupo de fenóis que apresentam estabilidade química e baixa toxicidade, mas pode causar irritação da pele e mucosas. Assim, espera-se que a injeção de um bolus de propofol cause dor 25 . Testamos se o NLP produz dor visceral em um modelo no qual o número de contorções foi avaliado após a injeção i.p. dos compostos. As contorções induzidas pelo ácido acético foram usadas como controle positivo 26 . O veículo do NLP produziu um número menor de contorções abdominais do que o veículo do CLP, indicando que os animais desenvolveram menos dor com a injeção do NLP.
A injeção de NLP a 1% produziu efeitos hipnóticos e analgésicos semelhantes aos do CLP, com a vantagem de uma recuperação mais rápida. O índice terapêutico do NLP foi semelhante ao de outros anestésicos endovenosos, variando de 2 a 4, o que revela sua segurança. As alterações nos parâmetros hemodinâmicos induzidas pelo NLP não foram significativamente diferentes das induzidas pelo CLP. Portanto, este estudo fornece incentivo para o desenvolvimento de nanoemulsão não lipídica de propofol. Nossos resultados demonstram que o NLP pode ser usado clinicamente em anestesiologia como um anestésico endovenoso que não apresenta efeitos adversos.
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